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Los complejos de nanopartículas magnéticas (NPM) y vectores virales potencian 
la transferencia genética en células tumorales cuando se someten a un campo magnético 
externo (CEM). El objetivo fue construir y evaluar la capacidad de expresión del 
conformado por un adenovector recombinante con un promotor inducible por CEM 
asociado a nanopartículas (AdCEM-Luc-NPM) in vitro en las líneas celulares B16-F10 y 
TC-1, así como in vivo, usando el modelo murino C57BL/6, para determinar la eficiencia 
de transducción y expresión del gen reportero. La construcción adenoviral se generó a 
través de la recombinación homóloga entre el pShuttle pCEM-Luc y el plásmido poseedor 
del genoma adenoviral pAdeasy. Las partículas adenovirales iniciales fueron generadas a 
través de la transfección de células HEK-293 con el pAdCEM-Luc y se corroboró 
exitosamente su capacidad de transducción en la misma línea celular. La visualización de 
los nanocomplejos se realizó por microscopía de fuerza atómica y microscopía de 
electrónica de transmisión. La capacidad de transducción de un nanodispositivo AdCEM-
Luc-NPM presenta niveles de transducción más altos a los detectados por la aplicación 
del adenovector desnudo en presencia de un CME en la línea celular de melanoma B16-
F10 (p ≤ 0.05), pero no en la línea celular de cáncer cervicouterino TC-1. Se obtuvieron 
tumores con una tasa de éxito del 80% en un modelo murino posterior 10 a 15 días de 
inoculación intradérmica de células B16-F10. La capacidad de transducción de los 
nanocomplejos in vivo no pudo ser comprobada en su totalidad, ya que los resultados no 
son concluyentes, puesto que la luminiscencia fue inhibida por factores presentes en el 
procesamiento de los tumores murinos. Este estudio muestra que el promotor del AdCEM-
Luc-NPM puede usarse para manipular la expresión génica en las células de tumor B16-
F10. El nanocomplejo de AdCEM-Luc-NPM controlado por CEM puede tener 
aplicaciones para la activación de la expresión de genes terapéuticos en un tejido 









Magnetic nanoparticles (MNP) complexed to viral vectors enhance gene transfer 
into tumor cells when subjected to an external magnetic field. This study aimed to 
construct a nanocomplex consisting of a recombinant adenoviral vector with an 
electromagnetic field (EMF)-inducible promoter coupled with MNP (AdCEM-Luc-MNP) 
and determine its potential therapeutic activity in vitro in the tumor cell lines B16-F10 and 
TC-1 and in C57BL/6 mice. The AdCEM-Luc-MNP nanocomplexes were successfully 
constructed using the Adeasy and AdenoMag kit. Cytopathic effect and luciferase 
expression, as proof of adenovector viability, were evaluated in HEK-293 cells before 
AdCEM-Luc-MNP transfection. Visualization of nanocomplexes was performed by 
atomic force microscopy and transmission electron microscopy. Mice were injected with 
B16-F10 transduced cells. Results showed that the AdCEM-Luc-MNP promoter was 
activated after EMF exposure in B16-F10 cells, showing increased luciferase gene 
expression levels in comparison with cells without exposure (p ≤ 0.05). Although TC-1 
cells showed luciferase expression after AdCEM-Luc-MNP transfection, the promoter 
was activated without EMF exposure. Tumor-tissue was obtained from mice 10 to 15 days 
after B16-F10 transduced cells injection. The transduction potential of the nanocomplexes 
was not confirmed due to potential luminescence inhibitor factors present in the tumor 
processing. This study showed that the AdCEM-Luc-MNP promoter may be used to 
manipulate gene expression in cancer B16-F10 cells. The magnetic fields-controlled 
AdCEM-Luc-MNP nanocomplex system may have applications in the delivery and 





La terapia génica consiste en introducir material genético foráneo en la célula 
para modificar su función de forma que pueda realizar o hacer más eficiente procesos que 
normalmente no lleva a cabo de forma satisfactoria (Giannoukakis et al. 1999a). La viro 
nano terapia combina la nanotecnología y los vectores adenovirales para el tratamiento de 
enfermedades, siendo un área activa en la investigación biomédica con potencial para 
proveer tratamientos novedosos y más efectivos para enfermedades como el cáncer, al 
utilizarse en su conjunto con quimio, inmuno y radioterapias (Woappi et al. 2014). 
Por otro lado, el estudio de los campos electromagnéticos (CEM) en los sistemas 
biológicos a nivel celular, ha propiciado su uso como factor para la activación de 
elementos de expresión génica extrínseca a través de los resultados obtenidos del uso de 
un promotor de respuesta a CEM para activar el gene reportero de luciferasa en vacunas 
de ADN desnudo en estudios in vitro e in vivo (Rodriguez de la Fuente et al. 2009). 
La necesidad de generar nuevos agentes terapéuticos que utilicen las novedosas 
técnicas de terapia génica que existen hoy en día, impulsan a la innovación de los típicos 
agentes terapéuticos. El efecto observado sobre los sistemas biológicos de los campos 
electromagnéticos, aunado a los avances de la terapia génica en el uso de la nanovirología 
promueve al desarrollo de nanodispositivos que conjunten todos estos componentes para 
su posterior uso como potenciales agentes terapéuticos. 
En el presente trabajo se pretendió construir un nanodispositivo conformado por 
un adenovector recombinante con un promotor inducible por campos electromagnéticos 
asociado a nanopartículas para determinar el efecto de expresión potenciado en las líneas 
celulares B16-F10 y TC-1, así como en modelos murinos C57BL/6 implantados con 











2.1 Terapia Génica  
La terapia génica es una modalidad terapéutica en la que el material genético es 
introducido en la célula para modificar su función. La combinación de tres elementos 
clave es crítico en la terapia génica: el material genético a transferir, el método de 
transferencia y el tipo celular que incorporará dicho material genético (Giannoukakis et 
al. 1999a).  
La transferencia de material genético puede realizarse empleando diferentes 
métodos, pero en la mayoría de los casos es necesario la utilización de un vehículo o vector 
que facilite la introducción de dicho material. Las propiedades de un vector ideal pueden 
variar en función de las necesidades concretas y condicionan el éxito del proceso de 
transferencia genética en cualquiera de sus etapas: 1) alcanzar la célula diana, 2) introducir 
y liberar el material genético en el interior de la célula y 3) conseguir la expresión del 
transgén  (Mountain 2000). 
Los vectores empleados en terapia génica se clasifican en dos grandes grupos 
debido a su naturaleza: a) vectores no virales, los cuales se basan en métodos físicos y b) 
vectores virales que están basados en virus modificados genéticamente.    
 
2.2 Vectores no virales 
Dentro de las propiedades de los vectores no virales están su simplicidad y 
facilidad de preparación, su habilidad para transferir moléculas de gran tamaño, escasa 
inmunogenicidad, baja toxicidad y alta seguridad. Sin embargo, la eficacia de la 
transferencia génica alcanzada con los vectores no virales suele ser baja al igual que su 
especificidad. Los medios físicos más empleados son los liposomas, la pistola génica, los 
polímeros catiónicos (policomplejos), complejos DNA-proteína, la electroporación e 
incluso el DNA desnudo inyectado. A pesar de la baja eficiencia de la transferencia génica 
que ofrecen los procedimientos físicos y vectores no virales, éstos han dado buenos 
resultados en ensayos de vacunación y se están desarrollando nuevos vectores y procesos 





2.3 Vectores virales 
Los métodos virales usan virus o sus derivados para la introducción de material 
genético hacia el interior de la célula. Distintos tipos de virus han sido modificados para 
construir vectores de transferencia y terapia génicas, cada uno de ellos con sus propias 
ventajas  y desventajas (Kay et al. 2001). 
El número de vectores virales disponibles es amplio y la elección de este depende 
del objetivo del procedimiento. Los retrovirus son los vectores más eficaces para la 
transferencia génica ex vivo y presentan la expresión más prolongada del transgén. Los 
lentivirus permiten modificar células madre hematopoyéticas o leucocitos. Los virus 
asociados a adenovirus o esqueletos de adenovirus permiten la expresión prolongada del 
transgén in vivo. Los adenovirus de primera generación son los vectores virales más 
apropiados para protocolos de terapia génica en cáncer, donde se requieren altos niveles 
de expresión del transgén deseado y no se necesita la expresión prolongada del mismo 
(Giannoukakis et al. 1999b;  Hunt and Vorburger 2002).  
 
Adenovirus como vectores 
Los adenovirus del serotipo 5 han sido ampliamente utilizados en ensayos clínicos 
debido a su capacidad para producir títulos altos, su alta eficacia de transducción en células 
quiescentes o en cualquier fase del ciclo celular, su versatilidad para ser inducidos como 
replicativos o no replicativos, el gran tamaño del transgén (hasta 10 kb), la ausencia de 
mutagénesis por su integración al genoma del hospedero y por último, un amplio tropismo 
celular exceptuando las células hematopoyéticas (Smith et al. 1998;  Suzuki et al. 2008;  
Thomas et al. 2003). 
El principal inconveniente para el uso de los adenovirus es la respuesta inmunológica 
que desenlazan, caracterizada por una intensa reacción inflamatoria, así como la 
activación de linfocitos T citotóxicos (Smith et al. 1998;  Suzuki et al. 2008;  Thomas et 
al. 2003). Esta respuesta inmune se puede deber a que el virus forma un complejo de alta 
afinidad con las proteínas receptoras de las células hospederas llamadas receptores de 
coxsackie y adenovirus (RCA). La eficiencia de la transducción es altamente dependiente 
de los niveles de expresión de los RCA en la superficie de las células blanco (Leopold and 
Crystal 2007;  Bergelson et al. 1997); bajos niveles de expresión de RCA disminuyen los 
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niveles de absorción de los adenovirus en la superficie celular, lo cual disminuye su 
eficiencia de transfección. Además, otra limitante es que se reduce la versatilidad de los 
vectores adenovirales como vectores terapéuticos ya que solo infectan aquellos linajes que 
expresan RCA en su superficie (Fields 1996). 
Por lo anterior, es necesario buscar métodos alternativos que disminuyan el tiempo 
de la infección e incrementen la versatilidad de los vectores adenovirales (Bhattarai et al. 
2008b). 
 
2.3 Magnetofección  
Las nanopartículas magnéticas (NPM) han atraído considerablemente la atención de 
investigación básica debido a sus diversas aplicaciones, entre las cuales se incluye la 
separación celular, la purificación de DNA, inmunoensayos, marcaje tumoral, imagen de 
resonancia magnética y terapia antitumoral hipertérmica (Hoshino et al. 2007;  Saiyed et 
al. 2006;  Tsai et al. 2007;  Martina et al. 2007;  Harisinghani et al. 2003;  Johannsen et 
al. 2006). 
Por lo general, las biomoléculas como los anticuerpos, el los DNA plasmídico, ARN 
pequeños de interferencia, entre otras, son fusionadas con la superficie de las NPM (Figura 
1) para aplicaciones terapéuticas (Ito et al. 2004;  Cao et al. 2006). Sin embargo, debido a 
sus propiedades, el método requerido para la modificación de la superficie para cada 
biomolécula es diferente. Por ello, el mejoramiento a la accesibilidad de la superficie de 










Figura 1. Esquema de ejemplos de complejos no virales y virales formados con nanopartículas magnéticas 
(Plank et al. 2011b).  
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La magnetofección (Figura 2) se lleva a cabo cuando se forman complejos de DNA 
plasmídico con nanopartículas de óxido de hierro super-paramagnético u oro (Huth et al. 









Figura 2. Diagrama sencillo del método de magnetofección. Los nanocomplejos se forman con la incubación 
del material genético recombinante (ADN/ARN-Virus) con las NPM en presencia del magneto (Plank et al. 
2003). 
 
Durante la última década, se han implementado y optimizando diferentes métodos 
para mejorar la eficiencia de la magnetofección sitio específica de vectores híbridos a 
través de gradientes y NPM para fines terapéuticos (Park et al. 2012;  Ma et al. 2011;  
Robertson et al. 2007;  Plank et al. 2011b;  Plank et al. 2011a). Esto ha permitido  potenciar 
la eficiencia en la expresión más de 100 veces (Luo and Saltzman 2000), reducir los 
tiempos a minutos (Scherer et al. 2002), y acelerar la acumulación del vector en tejidos 
específicos cuando se hace uso de una exposición directa a un magneto (Haim et al. 2005a;  
Mykhaylyk et al. 2009;  Plank et al. 2011b), tanto en transfecciones virales como en otros 
métodos no virales.  
 Para la estabilización del nanocomplejo se han utilizado polímeros catiónicos como 
la polietilenamina (Boussif et al. 1995), biomoléculas como la estreptavidina-biotina (Kim 
et al. 2011), así como quitosano y sus derivados (Bhattarai et al. 2008b;  Bhattarai et al. 
2008a), en los cuales se alcanzando la expresión del transgén al aplicarse un CME (Huth 
et al. 2004;  Alvizo Báez C.A. 2014;  Alvizo-Baez et al. 2016).  
Actualmente se han explorado vectores híbridos que combinan las ventajas de los 
sistemas virales y no virales (Choi et al. 2012;  Kasala et al. 2014). Una de las estrategias 
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para superar las limitaciones de la dependencia de los adenovirus a los CAR es la 
modificación de la superficie adenoviral con un polímero que evita la necesidad de dichos 
receptores para su endocitosis (Jung et al. 2015;  Lee et al. 2014;  Fernandez and Rice 
2009). Al modificar los adenovirus con polímeros catiónicos (Lee et al. 2014;  Meunier-
Durmort et al. 1997;  Fernandez and Rice 2009) o lípidos se ha potenciado su capacidad 
de transducción (Wan et al. 2013;  Chillon et al. 1998;  Fasbender et al. 1997). 
Sin embargo, estas estrategias no han logrado una transducción tumor específica 
porque estos complejos de adenovirus y polímeros catiónicos o lipídicos rápidamente se 
diseminan en tejidos no blancos (Haim et al. 2005b;  Mykhaylyk et al. 2009).  Por lo 
anterior, se han formulado nanocomplejos integrados por adenovirus, 
polietilenimida/polietilenglicol y nanopartículas de óxido de hierro súper-paramagnéticas 
para mejorar la eficiencia de transducción cuando estos vectores son expuestos 
directamente a un CME (Scherer et al. 2002;  Chorny et al. 2006), reduciendo la dosis 
requerida del complejo adenovirus/polímero, proveyendo una plataforma eficiente y 
segura para su aplicación en terapia génica (Choi et al. 2015;  Almstatter et al. 2015). 
Además, se ha observado que estos nanocomplejos minimizan la interacción con los 
componentes sanguíneos y células debido a un efecto protector de las nanopartículas 
(Mykhaylyk et al. 2012;  Sapet et al. 2012;  Tresilwised et al. 2010;  Tresilwised et al. 
2012).  
 
2.4 Efectos biológicos del campo electromagnético 
La respuesta de un sistema biológico a un campo electromagnético (CEM) depende 
de las propiedades intrínsecas del sistema, de las características del campo externo 
incidente (especialmente de su potencia radiante y su frecuencia) y del medio en el cual 
se produce el fenómeno (Lin et al. 1994). Los animales son complejos electroquímicos 
muy sensibles, que también se comunican con su medio a través de impulsos eléctricos. 
En ellos existen corrientes iónicas y diferencias de potencial eléctrico a través de las 
membranas celulares y de los fluidos corporales que general campos electromagnéticos 
(Heredia-Rojas 2003).  
Una variedad de organismos muestra magneto-sensibilidad a la orientación en el 
campo magnético de la tierra. Entre éstos se encuentran las magnetobacterias, los 
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paramecios, las planarias, los caracoles, las abejas, las salamandras, los tritones, los 
salmones, y el humano (Azanza and del Moral 1994). 
Los CEM generados en las estructuras biológicas están caracterizados por 
determinadas frecuencias específicas, que pueden ser interferidas por la radiación 
electromagnética incidente, provocando una inducción y modificando su respuesta (Smith 
and Best 1989;  Hyland 2000).  
En el campo de investigación del bioelectromagnetismo, los experimentos se realizan 
con animales o tejidos vivos, que se someten a las radiaciones emitidas por fuentes de 
radiación de microondas durante un cierto tiempo, tomando nota de los posibles efectos. 
Hay controversia en los reportes de los efectos observables en los seres vivos, desde su 
nulo efecto, hasta la interferencia del sistema nervioso y alteración de numerosos procesos 
biológicos. Existen estudios que muestran cómo los animales expuestos padecen un 
deterioro de su salud en la vecindad de las antenas emisoras y algunos de los efectos no 
térmicos de las microondas sobre las aves se conocen desde hace más de 35 años (Tanner 
1966). 
Los reportes del efecto de los campos magnéticos sobre reacciones enzimáticas in 
vivo han dado resultados cualitativa y cuantitativamente diferentes dependiendo de la 
reacción que se trate y de las características del campo. Se ha reportado que provocan 
efectos en las biomoléculas (Barteri et al. 2005;  Weisbrot et al. 2003), en la proliferación 
celular (Velizarov et al. 1999), interfieren con los procesos inmunes (Novoselova and 
Fesenko 1998), afectan la capacidad reproductiva (Dasdag et al. 1999), tienen efectos 
genotóxicos (Garaj-Vrhovac 1991;  Lai and Singh 1995;  Balode 1996), sobre el sistema 
nervioso (Beason and Semm 2002;  Kolodynski and Kolodynska 1996;  Kramarenko and 
Tan 2003;  Marino et al. 2003;  Salford et al. 2003), el sistema circulatorio (Szmigielski 
et al. 1998) y provocan un descenso en el número de nacimientos (Magras and Xenos 
1997;  Balmori 2003). Además, se ha demostrado la modulación del flujo del calcio y 
otros iones a través de las membranas. 
 
2.5 Efectos de los CEM sobre la expresión génica  
A pesar de que en la actualidad es tema de debate (Robertson et al. 2007), se ha 
reportado que los CEM de extremada baja frecuencia tienen efectos sobre procesos 
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bioquímicos importantes en el humano, como la síntesis del ADN, ARN y proteínas, 
cambios en la producción de hormonas, modificación de la respuesta inmune celular y 
cambios en el grado de crecimiento y diferenciación celular (Blank and Goodman 2009). 
Actualmente el enfoque es identificar marcadores sensibles de estrés inducido por CEM 
(Robertson et al. 2007).  
Las proteínas de estrés o proteínas de choque térmico (PCT) son un grupo de proteínas 
que se han visto afectadas por las emisiones electromagnéticas (Tokalov and Gutzeit 
2004). Esto se observó en estudios en los cuales se expusieron moscas de la fruta a la 
emisión de un teléfono móvil, causando elevación de los niveles de las proteínas del estrés 
pct70, así como un incremento de la fosforilación de la transcripción nuclear (Weisbrot et 
al. 2003). 
Las PCT son una familia de proteínas chaperonas que se encuentran en todos los 
linajes celulares, son altamente conservadas y de abundante expresión debido a sus 
múltiples funciones (respuesta al frío, calor y otros cambios ambientales) de manera 
constitutiva. Las PCT incrementan la tolerancia al calor y llevan a cabo funciones 
esenciales para la sobrevivencia de la célula bajo condiciones de estrés al estabilizar 
proteínas en configuraciones anormales y jugar un rol en el plegamiento y desdoblamiento 
de las proteínas. Así mismo también participan como inmunógenos en muchas infecciones 
y enfermedades (Morimoto 1998). 
La transcripción inducida por estrés de las PCT requiere la activación de factores de 
choque térmico (Lis and Wu 1993;  Morimoto 1993), que se unen con el promotor y 
activan su actividad transcripcional. Debido a que estos factores pueden ser inducidos por 
una gran variedad de factores de estrés, las PCT son propuestas como biomarcadores de 
respuesta a la exposición de campos magnéticos (McNamee and Chauhan 2009). La 
síntesis de estas proteínas de respuesta a estrés es un mecanismo de protección celular 
inducido por una variedad de estímulos nocivos, por lo que la inducción de estas proteínas 
ante los campos magnéticos implica que son percibidos por los sistemas biológicos como 
un potencial peligro (Latchman 2001). 
A pesar de que el mecanismo de interacción entre los CEM y los sistemas biológicos 
aún no está elucidado, el estudio de la inducción de la expresión de los genes de estrés 
pct70 por la exposición a campos magnéticos puede proveer claridad en como los CEM 
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interactúan con las células y los tejidos, así mismo ofrece un modelo para el estudio y 
comparación de respuesta a estrés inducido por los CEM.  Aun así, diferentes estudios 
muestran que los CEM interactúan a través del flujo de carga en el transporte de electrones 
con los electrones del ADN para estimular la biosíntesis (Goodman and Blank 2002). 
También se ha propuesto que los CEM puedan ser detonar la transducción de señales de 
la membrana al núcleo a través de cascadas enzimáticas  causando cambios en el ADN 
(Heredia-Rojas et al. 2010).8130972802 
 
2.6 Promotor genético controlado por CEM 
En 1999 Lin y colaboradores identificaron secuencias en el promotor de PTC70 
sensibles al estrés generado por CME en un rango de 50-60 Hz con una densidad de flujo 
de microTesla a miliTesla (Lin et al. 1999). Por su parte Heredia y colaboradores 
investigaron el efecto de un campo magnético sinusoidal de 60 Hz a 8 y 80 μT sobre la 
expresión del gen de luciferasa contenido en un plásmido etiquetado como pCEM (Figura 
3). Esta construcción génica contenía las secuencias específicas descritas anteriormente 
para la inducción de la expresión de pst70 por campos magnéticos (Lin et al. 2001), así 
como el gen reportero de la luciferasa. El vector pCEM fue transfectado en las líneas 
celulares INER-37 y RMA E7 y posteriormente expuestas a un CME o a un choque 
térmico (CT), observando un aumento de la expresión del gen de luciferasa en las células 
INER-37 expuestas a CME y CT en comparación con los controles (p <0,05), pero la 
exposición a MF no tuvo ningún efecto sobre la línea celular RMA E7 (Heredia-Rojas et 










Figura 3. Mapa con sitios de restricción del vector pCEM. (Rodriguez de la Fuente 2008) 
10 
 
Posteriormente, el vector pCEM se electrotransfirió en los músculos cuádriceps de 
ratones BALB / c que más tarde se expusieron a un CME, observando un aumento de la 
expresión de luciferasa en ratones expuestos a CME 2 horas al día durante 7 días en 
comparación con los controles (P <0,05), concluyendo que los campos electromagnéticos 
pueden tener efectos de gran alcance en el genoma (Rodriguez-De la Fuente et al. 2012). 
Albizo y colaboradores en 2014, formaron nanocomplejos integrados por el pCEM, 
quitosano y nanopartículas magnéticas (NPM) con el objetivo de crear un sistema de 
distribución selectivo de plásmidos dirigido a los pulmones de ratones Balb/c, a través de 
la exposición a un CME. Se observó que el CME aumentó la expresión del gen reportero 
de luciferasa tanto en células B16-F10 transfectadas con los nanocomplejos magnéticos y 
en la región apical izquierda de los pulmones del modelo, demostrando que estos 
nanocomplejos pueden ser un sistema de suministro eficiente para la transfección in vitro 
de células y tejido pulmonar.(Alvizo Báez C.A. 2014). En el 2016, Albizo y 
colaboradores, generarón un nanocomplejo integrado por un plásmido que contenía el 
promotor de respuesta a CME y el gen del ligando inductor de apoptosis relacionado con  
el factor de necrosis tumoral (FNT) o TRAIL por sus siglas en inglés (pCEM-TRAIL), 
quitosano y NPM en el modelo murino C57BL/6, obteniendo una inducción de la 
apoptosis de manera eficiente así como la inhibición del crecimiento de melanoma B17-
F10 en pulmones de ratón (Alvizo-Baez et al. 2016).  
El presente trabajo pretende responder si el uso de los nanocomplejo AdCEM-Luc y 
nanopartículas presenta mayor eficiencia en la expresión de luminiscencia en comparación 
con el uso del adenovector desnudo, tanto en líneas B16-F10 y TC-1 como melanomas 












La necesidad de mejores vectores terapéuticos de alta eficiencia de transfección, 
baja inmunogenicidad en el hospedero y amplio tropismo celular, promueve la generación 
de vectores híbridos. El uso de nanocomplejos puede potenciar la capacidad de 
transducción de los adenovectores y ser controlado espacio-termporalmente a través de un 
campo magnético externo, lo que puede ser una opción innovadora con alcances 






La capacidad de transducción de un nanodispositivo formado por adenovirus 
recombinante con el promotor sintético de respuesta a campos electromagnéticos 
asociados a nanopartículas, presenta niveles de transducción más altos a los detectados 
por la aplicación del adenovector desnudo en las líneas celulares TC-1 y B16-10, como 






5. OBJETIVO DEL TRABAJO 
5.1 Objetivo general 
Determinar el efecto en la expresión de un transgén mediado por un 
nanocomplejo formado por adenovirus recombinante y nanopartículas magnéticas bajo 
influencia de un campo magnético externo en las líneas celulares TC-1 y B16-10, como 
en los melanomas murinos C57BL/6.   
 
 
5.2 Objetivos particulares 
1. Generar el vector adenoviral recombinante (AdCEM-Luc) con el promotor de 
respuesta a un campo magnético (CEM) y al gen reportero luciferasa. 
2. Construir y caracterizar los nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM. 
3. Determinar el efecto en la expresión del gen de luciferasa mediado por AdCEM-Luc-






6. MATERIAL Y MÉTODOS 
6.1 Células competentes y líneas celulares 
Se emplearon las líneas celulares HEK-293, TC-1 y B16-F10 (ATCC, Manassas VA), 
así como el modelo murino C57BL/6 el cual fue donado por la Unidad de 
Neurometabolismo del Centro de Investigación y Desarrollo en Ciencias de la Salud, 
Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL). 
 
6.2 Vector adenoviral 
Para los estudios de transducción se utilizó el vector AdCEM-Luc, cuya construcción 
fue producto de la colaboración entre el Laboratorio de Inmunología Molecular de la 
Facultad de Ciencias Biológicas y la Unidad de Terapias Experimentales del Centro de 
Investigación y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), ambas dependencias de la 
UANL. Este es un adenovirus recombinante del tipo 5 que contiene el promotor sintético 
de respuesta a CEM y el gen de la enzima luciferasa como gen marcador, la estrategia 














Figura 4. Esquema de la estrategia general de la metodología. Una vez producido el AdCEM-Luc, se 
caracterizó por microscopía electrónica de transmisión (MET) y microscopia de fuerza atómica (MFA), para 
posteriormente se realizaron los bioensayos de magnetofección in vitro e in vivo para determinar los niveles 
de luminiscencia expresados en presencia y ausencia de un CME.  
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6.3 Producción adenoviral 
Para la producción adenoviral se utilizó el medio de cultivo Advanced Dulbecco’s 
Modified Eagle (Invitrogen, Carlsbad CA, cat. no. 11960), suero fetal bovino (Invitrogen, 
Carlsbad CA, no. cat. 26140), tripsina 0.25% (Invitrogen, Carlsbad CA, no. cat. 
15400054), penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad CA, no.cat.15070063), 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad CA, no.cat. 11668019). Entre los materiales a 
utilizar para cultivo celular se emplearon jeringas de 10 mL estériles desechables, tubos 
de 15 mL y 50 mL (Corning, Costar City NY, cat. no. 430052 y 430290), pipetas 
serológicas desechables de 5 mL y 10 mL (Corning, Costar City NY, cat. No. C4487, 
C4488), botellas de cultivo celular de 25 cm2, 75 cm2, 150 cm2 (Corning, Costar City NY, 
cat. No. 3055, 3276, 3291) y cajas Petri de 100 mm (Corning, Costar City NY, cat. No. 
CLS3295). 
Para iniciar la producción se realizó una transducción con el AdCEM-Luc de una 
producción previa con títulos de 6.6 x 108 unidades formadoras de placa (UFP)/mL 
siguiendo las recomendaciones del sistema AdEasy comercial (Agilent Technologies, CA, 
no. cat 240009), y se dejó incubando hasta que se observó efecto citopático (ECP) en la 
línea HEK-293. Posteriormente, por acción mecánica las células fueron resuspendidas y 
lisadas con ciclos de congelación y descongelación de -70 °C y 37 °C, respectivamente, 
para posteriormente centrifugarse a 4,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se utilizó para 
transducir las células HEK-293 en 3 botellas de cultivo T-25. Luego de observar el ECP, 
se transdujeron 5 botellas de cultivo T-75 utilizando el método antes mencionado, para 
posteriormente repetir el procedimiento y transducir 5 botellas de cultivo T-150. Este 
proceso se repitió hasta alcanzar 25 cajas T-150. Las partículas adenovirales fueron 
purificadas a partir de este sobrenadante. 
 
 6.4 Purificación del vector  
Para la purificación del vector AdCEM-Luc se usó cloruro de cesio (Merck, EUA, 
no. cat. 102038), tubos de polialómero (Beckman, Palo Alto CA), Slide-A-Lyzer 10K 
(Invitrogen, Carlsbad CA, no. cat. 66380), glicerina (Merck, EUA, no. cat. 104094), tris 
(Amresco, EUA), cloruro de sodio (Merck, EUA, no. cat. 102406), y cloruro de magnesio 
(Merck, EUA, no. cat. 105833).  
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A partir de los lisados obtenidos, se separó el exceso de restos celulares 
centrifugando a 12,000 rpm. durante 5 min. Se recolectó el sobrenadante y se procedió a 
ultracentrifugar a 35,000 g en un gradiente discontinuo de cloruro de cesio con densidades 
de 1.4 y 1.2 g/mL durante 60 min a 4 °C. Luego, se recuperó la banda correspondiente a 
la fase adenoviral, realizando un segundo centrifugado en un gradiente continuo de 1.35 
g/mL de cloruro de cesio bajo las mismas condiciones por 18 h, y se recuperó la banda 
correspondiente a los adenovirus infectivos. Posteriormente, se dializó en un casete Slide-
A-Lyzer 10K en una solución amortiguadora de diálisis. Se cambió la solución 
amortiguadora cada hora por 3 h, teniendo glicerina al 10% en la última solución de 
diálisis. Finalmente, se recuperó el volumen dializado y se hicieron alícuotas de 100 μL y 
50 μL las cuales fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso. 
 
6.5 Titulación en placa del AdCEM-Luc  
Se sembraron por triplicado 2 x 103 células de la línea celular permisiva para la 
replicación adenoviral, HEK-293, en placas de 96 pozos, incubándose hasta alcanzar una 
confluencia del 40-50%. A continuación, 10 pozos fueron transducidos con las siguientes 
diluciones: 10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 10-6, 10-5, 10-4, 10-3, contemplando pozos sin transducir 
como controles negativos. Al cabo de 10 días de incubación se determinó el título 
adenoviral observando el ECP en los pozos de las diferentes diluciones. La conversión a 
Tissue Culture Infective Dose (TCID)50/mL a UFP/mL se realizó a través de utilizando el 
método estadístico de Kärber con la formula T= 101+d(S-0.5), donde d: Log10 de la dilución 
y S: sumatoria de los radios (Hamilton 1977). La conversión de TCID50 a UFP fue a raves 
de la formula  T= 1x10TCID50-0.7 UFP/mL (Q-BIOgene). 
 
6.6 Determinación óptica de partículas virales 
Se cuantificaron las partículas de ADN en solución incluyendo las partículas 
infecciosas y no infecciosas. Se descongeló un vial del adenovirus purificado y se 
prepararon diluciones 1:2 y 1:5 en un buffer de lisis viral (VLB) el cual contenía SDS 
0.1% (Merck, EUA, no. cat. 71726), TRIS-HCl 10 Mm pH:7.4 (Merck, EUA, no. cat.  
93362) y EDTA 1 Mm (Merck, EUA, no. cat. EDS-100G), con la cual se prepararon las 
diluciones mostradas en la tabla 1. 
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Tabla 1. Diluciones para la determinación de la concentración adenoviral en PV 
VLB (µL) Virus (µL) Dilución 
52 52 1:2 (dilución no.1) 
168 42 1:5 (dilución no.2) 
 
Se incubó por 10 min a 56°C en movimiento y luego se preparó 1 mL de solución 
blanco (VLB mezclado con el amortiguador de diálisis en lugar del volumen de 
adenovirus). Se determinó la densidad óptica (DO) a 260 nm por triplicado. 
 
6.7 Generación de los nanocomplejos (Ad-nanopartículas)  
La formulación del nanocomplejo AdCEM-Luc–NPM para los bioensayos en 
líneas celulares se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del kit comercial para 
magnetofección Magnetofection: AdenoMag (Ozbioscience, San Diego, CA, EUA). Para 
ello, se tomó en cuenta el rango de cantidad sugerida de AdenoMag, dependiendo del 
número de partículas virales infecciosas a utilizar, tal y como se muestra en la tabla 2. 
 
Tabla 2. Volúmenes recomendados de AdenoMag, dependiendo del número de partículas virales 
infecciosas a utilizar. 
Partículas Infectivas Rangos de cantidad sugerida 
103 0.01 µL – 0.04 µL 
104 0.1 µL – 0.4 µL 
105 1 µL – 4 µL 
 
Los nanocomplejos para los bioensayos en los modelos murinos fueron generados 
siguiendo el protocolo del kit comercial In Vivo Viromag (Ozbioscience, San Diego 








Tabla 3. Volúmenes recomendados de partículas infectivas e In vivo ViroMag, por ratón. 
Tipo de virus Titulación de partículas viales (PFU) In Vivo Viromag (µL) 
Adenovirus 1 x 106 a 5 x 108 10-20 
AAV 1 x 106 a 5 x 1010 10-20 
Lentivirus 1 x 106 a 5 x 108 10-20 
 
6.8 Caracterización de los Nanocomplejos por microscopía electrónica. 
La distribución del tamaño de las partículas se determinó por medio de un analizador 
de difracción de rayos láser. La morfología superficial fue evaluada por microscopía 
electrónica de transmisión (TEM, JEOL, 2011), así mismo la altura, magnitud y la imagen 
de fase fueron analizadas a través de microscopía de fuerza atómica (MFA, NT-MDT 
NTEGRA, EUA). 
Para la visualización de los complejos por MET se utilizó un volumen de 10 μL de 
AdenoMag y una concentración de adenovirus de 1x108 UFP/ mL. Se colocó una gota de 
10 μl del complejo en la rejilla de cobre cubierta de carbono de 400 mesh (Ted Pella, EUA, 
cat. no. 01885-F) y se incubó durante 10 min. Las muestras se enjuagaron cuidadosamente 
con dos gotas de agua bidestilada para eliminar las sales del buffer. Posteriormente se 
tiñeron con 10 μL de solución acuosa de ácido fosfotúnstico (Merck, EUA, no. 
cat.455970-10G) al 1% durante 3 minutos. Posteriormente, todas las muestras se secaron 
al aire antes de la obtención de imágenes a un voltaje de aceleración de 80 kV 
utilizando  MET para una magnificación x 160, 000 (Stilwell et al. 2003). 
 La preparación de las muestras para su visualización por MFA fue de la siguiente 
forma: se formaron los nanocomplejos de manera similar al MET, depositando 10 μl del 
complejo en una mica recientemente cortada y se dejó secar a temperatura ambiente.    
        
6.9 Caracterización de la carga superficial y tamaño de los Nanocomplejos. 
El potencial de las partículas de los nanocomplejos fue determinado mediante 
dispersión de luz electroforética, empleando el equipo Zetasizer ZS90 (Malvern, EUA). 
Para la medición, los nanocomplejos fueron aforados a 1 ml con agua destilada filtrada y 
estéril, posteriormente fueron cargados con la ayuda de una jeringa de insulina en una 
celda capilar plegada (DTS1070, Malvern, EUA). 
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6.10 Evaluación de la luminiscencia de los Nanocomplejos en líneas celulares no 
permisivas 
La transducción de las células se realizó según el protocolo AdenoMag de la siguiente 
forma: se cultivaron 1x105 células en placas de 96 pozos en 100 µL de DMEM de manera 
convencional, una vez alcanzado una confluencia del 70-80%, se descartó el medio. La 
solución A contenía 2 µL nanopartículas magnéticas (NPM) en 50 µL de DMEM libre de 
suero, mientras que la solución B y C fueron generadas al diluir en 50 µL de DMEM libre 
de suero 106 y 107 UFP de AdCEM-Luc para obtener una multiplicidad de infección 
(MOI) de 10 y 100, respectivamente. Después se añadió la solución A con la B y A con 
la C, y se incubaron por 25 min a temperatura ambiente. Finalmente, el volumen final con 
los nanocomplejos se añadió a las células cultivadas desprovistas del DMEM inicialmente. 
La exposición al CME se llevó a cabo de manera inmediata a la transducción al colocar la 
placa de 96 pozos por 25 min en la base magnética (Ozbioscience, San Diego EUA) para 
después incubarlas en condiciones convencionales (37 °C, 5% CO2). La medición de 
luminiscencia se realizó entre 24 h posterior a la transducción. Los grupos experimentales 
tanto para la línea celular B16-F10 como TC-1, se presentan en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Grupos Experimentales in vitro inoculados con AdCEM-Luc y condiciones de transducción. 
 
Grupo NPM CME 
1 No Si 
2 No No 
3 Si Si 
4 Si No 
Negativo Sin tratamiento 
 
Para medir la capacidad de expresión del vector AdCEM-Luc en las células B16-F10 
y TC-1 no permisivas se utilizó el protocolo del kit One Glo Luciferase Assay System 
(Promega, Madison, Wisconsin EUA, no.cat. E6130) de la siguiente manera: una vez 
cumplidos los tiempos de incubación de las células en placas de cultivo de 96 pozos, se 
agregó a cada pozo 100 μL de reactivo de lisis/luciferina para obtener un volumen de 200 
μL incubándolas por 10 min. Una vez lisadas las células transducidas se tomaron 100 μL 
por pozo de una placa de 96 pozos especial de fondo blanco para su medición en el 
luminómetro Veritas™ Microplate Luminometer (Promega, EUA). Los niveles de 
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luminiscencia se obtuvieron al comparar las lecturas de los cultivos celulares transducidos 
con los nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM y los controles negativos sin tratamiento. 
 
6.11 Evaluación de los Nanocomplejos en modelos murinos 
Para evaluar el efecto de los nanocompleos in vivo se utilizaron ratones a C57BL/6 
de 8 semanas de edad, con pesos comprendidos entre 25-30 g por grupo. A los ratones se 
les inoculó subcutáneamente 1x105 células B16-F10 en el área del muslo. Una vez que los 
tumores alcanzaron un volumen de 100-200 mm3 los ratones fueron divididos en grupos 
experimentales (n = 3), contemplando el método de inoculación de manera sistémica por 
punción intravenosa (vena caudal), como de manera intratumoral por punción directa en 
el sitio del tumor. Los grupos experimentales se presentan en la tabla 5. 
 
Tabla 5. Grupos Experimentales in vivo inoculados con AdCEM-Luc, tipo de inoculación y 
condiciones de transducción 
Inoculación Grupo NPM CME 
 
Intratumoral 
1 No Si 
2 No No 
3 Si Si 
4 Si No 
Negativo Sin tratamiento 
 
Sistémica 
1 Si No 
2 No No 
3 Si Si 
4 No Si 
Negativo Sin tratamiento 
 
La generación de los nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM fue realizada según las 
indicaciones del protocolo comercial In vivo Viromag (Ozbioscience, San Diego EUA) de 
la siguiente forma: 2x108 UFP de AdCEM-Luc y se mezclaron con 10 μL del reactivo In 
vivo VirMag y se incubaron 20 min a temperatura ambiente. Posterior a la inoculación, 
los ratones fueron anestesiados con Zoletil 100 (Tiletamina y Zolazepam, 100 mg/kg) y 
se les colocó un magneto de neomidio directamente sobre el tumor por 30 min. Después 
de 24 h de la exposición al magneto, los ratones fueron sacrificados por dislocación 
cervical, extrayendo los tumores para la determinación del efecto del tratamiento, así 
como órganos de interés (corazón, pulmones, hígado, bazo y riñones) para corroborar la 
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biodistribución de los nanocomplejos y los adenovirus en los modelos. Los tumores y 
órganos fueron sumergidos en una solución de PBS para eliminar restos de sangre y tejido 
y almacenados a -80° C hasta su procesamiento y medición. 
 
6.12 Procesamiento de los tejidos extraídos 
Las muestras congeladas fueron seccionadas en trozos pequeños (< 0.5 cm) con un 
bisturí e inmediatamente colocadas en 500 µL de Buffer RIPA frio (TIRS-HCl 25 mM 
pH:7.6 (Merck, EUA, no. cat. 93362),  NaCl 150 Mm (Merck, EUA, no. cat. S9888), 
EDTA 5 Mm  (Merck, EUA, no. cat. EDS-100G), Triton X 100 al 1% (Merck, EUA, no. 
cat.  X100PC), Desoxicolato de sodio 1% (Merck, EUA, no. cat. D6750, SDS 0.1%) y 10 
µL de PMSF 100 mM (Merck, EUA, no. cat. PMSF-RO) como inhibidor de proteasas. 
Posteriormente, las muestras se procesaron en el equipo Tissuelyser (Qiagen, EUA) según 
las indicaciones del protocolo de extracción de proteínas de tejidos humanos o animales. 
Para ello, se colocaron tubos de microcentrífuga de 2 ml que contenían 1 esfera de acero 
inoxidable (diámetro medio de 5 mm) en hielo seco durante al menos 15 min, así como el 
inserto del adaptador del Tissuelyser. Después se transfirieron trozos pequeños de los 
tejidos congelados a los tubos pre-enfriados y se incubó durante otros 15 min en hielo 
seco. Posteriormente se colocaron los tubos en el inserto del adaptador Tissuelyser y se 
incubó a temperatura ambiente durante un máximo 2 min, de tal modo que el tejido no se 
descongelara, resultando en potencial degradación de proteínas. Al terminar la incubación 
se le agregó inmediatamente 500 µL del buffer RIPA a cada tubo, se colocaron en el 
adaptador y se operó durante 5 min a 50 Hz. 
Como alternativa al procesamiento por Tissuelyser, los cultivos celulares cortaron en 
trozos pequeños, se maceraron las muestras con micropistilos para posteriormente 
homogenizarlos por vortex 15 min. Después de centrifugarlos 15 min a 14,000 rpm se 
recuperó el sobrenadante y se agregaron 250 µL del buffer de lisis al pellet repitiendo los 
pasos anteriores para obtener nuevamente el sobrenadante y agregarlo al inicialmente 
obtenido. Se utilizó como alternativa el Buffer de lisis (HEPES 70 mM ( 
Merck, EUA, no. cat. 54457), MgSO4 7 mM (Merck, EUA, no. cat. 208094, DTT 3 mM 
( Merck, EUA, no. cat. D0632), BSA al 1% (Merck, EUA, no. cat.  A8531) y un coctel de 
inhibidores de proteasas (Merck, EUA, no. cat. P1860-1M). Para el ajuste de pH de los 
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extractos se utilizó HCl (Merck, EUA, no. cat.320331) al 0.1 M o NaOH al 0.1 M (Merck, 
EUA, no. cat. S8045).  
Para la medición de luminiscencia de extractos de tejidos, se tomaron 100 µL del 
sobrenadante de los extractos de los tejidos y se les dio el tratamiento anteriormente 
mencionado en la medición de luminiscencia en líneas celulares. 
 
6.13 Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos en la evaluación de las 
transfecciones se determinó si hay diferencia entre los grupos mediante la prueba de 
ANOVA seguida por la prueba de Tukey no paramétrico para la comparación múltiple de 
medias utilizando el programa SPSS versión 17.0. La n utilizada en los grupos 
experimentales de los bioensayos in vivo fue determinada utilizado la ley de Rendimientos 
decrecientes (Law of diminishing return) concretamente el método de la ecuación de 


















El adenovector AdCEM-Luc fue generado en trabajos previos (Sesatty 2015) 
utilizando el sistema AdEasy Adenoviral Vector System. El promotor CEM de respuesta 
a campos electromagnéticos y el gen reportero de luciferasa fue obtenido del pCEM 
(Rodriguez de la Fuente et al. 2009), posteriormente la construcción adenoviral se generó 
a través de la recombinación homóloga entre el pShuttle pCEM-Luc y el plásmido 
poseedor del genoma adenoviral pAdeasy. Las partículas adenovirales iniciales fueron 
generadas a través de la transfección de células HEK-293 con el pAdCEM-Luc, 
corroborando la capacidad de transducción del gen reportero de las partículas adenovirales 
resultantes haciendo uso de esta misma línea celular.  
 
Producción y purificación adenoviral 
La purificación de los adenovirus se realizó exitosamente por ultracentrifugación, 
dando como resultado las bandas correspondientes a las partículas virales defectuosas 
(menos pesadas) e infectivas en el gradiente discontinuo (Figura 5A) y finalmente la banda 









Figura 5. Resultados de la ultracentrifugación. A) Bandas formadas en el gradiente discontinuo; la fase 
superior está compuesta por partículas defectuosas y en la inferior se encuentran las partículas infectivas. 






Titulación en placa del AdCEM-Luc  
El resultado de la titulación en placa del AdCEM-Luc se presentó a través de la 
detección del ECP, el cual es un cambio en la morfología celular correlacionado 










Figura 6. Titulación del AdCEM-Luc. Se realizó la titulación en placas de 96 a través de diluciones del de 
10-3 a 10-10 del concentrado de AdCEM-Luc en células HEK-293 para detectar ECP (A).  Control negativo 
sin transducir (B).  
La concentración de ambas producciones se muestra en la tabla 6. 
Tabla 6. Concentración de AdCEM de las producciones adenovirales 
Titulación Primera producción Segunda producción 
Radio 8.3 9.3 
TCID50/mL 1010 1010.8 
UFP/mL 1 x 1010 6 x 1010 
PV/mL (260nm) 2.7 x 1013 2.8 x 1013 
 
Caracterización Ad-nanopartículas magnéticas por MFA y MET 
Las nanopartículas y los adenovirus se visualizaron mediante MFA y MET. Las 
imágenes de las nanopartículas comerciales AdenoMag observadas por MFA mostraron 
estructuras pseudo piramidales en su mayoría, de tamaños oscilantes de entre 100 a 400 
nm. Las muestras de adenovirus mostraron estructuras con los tamaños reportados de 90-













Figura 7. Imágenes obtenidas por MFA. Se observan artefactos con tamaños correspondientes a partículas 
adenovirales (A) y estructuras con tamaños variables correspondientes a las nanopartículas (B). 
Las imágenes obtenidas por microscopia electrónica de transmisión mostraron la 
presencia de los adenovirus en la tinción negativa (Figura 8A), así mismo se observaron 
estructuras de magnetita presentes en las preparaciones para las NPM (Figura 8B) y de los 














Figura 8. Imágenes obtenidas por MET. Se observan las partículas AdCEM-Luc (A), las NPM (B) y los 






Determinación del potencial Z 
 El potencial Z fue utilizado para evaluar la estabilidad de la suspensión y la 
adhesión de partículas a los sistemas biológicos, específicamente, la interacción de los 
nanocomplejos con la membrana celular. Los resultados de los nanocomplejos arrojaron 









Figura 9. Resultados del potencial Z de los nanocomplejos.  
 
Evaluación de los nanocomplejos en líneas celulares 
Para medir la capacidad de modulación del promotor CEM ante la exposición a un 
CME se utilizaron células murinas de melanoma B16-F10 y cáncer cervicouterino TC-1 
no permisivas para la replicación adenoviral, las cuales fueron transducidas tanto con los 
nanocomplejos como con los adenovirus desnudos.  
 Acorde a la hipótesis planteada las células B16-F10 transducidas con los 
nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM mostraron una expresión de la luminiscencia 
altamente significativa al ser expuestos al CME en comparación a los nanocomplejos, a 
los adenovirus desnudos y el control negativo sin exposición (Figura 10). 
Por otro lado, los resultados obtenidos en las células TC-1 transducidas con los 
nanocomplejos y los adenovirus desnudos mostraron niveles de expresión altamente 





















Figura 10. Medición de la luminiscencia de las células B16-F10 transducidas con los nanocomplejos y los 














Figura 11. Medición de la luminiscencia de las células TC-1 transducidas con los nanocomplejos y los 
adenovirus desnudos, con exposición y sin exposición a un CME. 
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Evaluación de los nanocomplejos en modelos animales 
 En un periodo de 10 a 15 días posterior a la inoculación intradérmica de 1 x105 
células B16-F10 en el muslo derecho de los ratones C57BL/6, se obtuvieron tumores de 
1 cm3 con una tasa de éxito del 80%. Posterior al tratamiento intratumoral o sistémico y 
exposición al magneto, se analizaron el tumor, como el corazón, pulmones, hígado, 
riñones y bazo. El tumor presentó una distribución esferoide con coloración oscura de 
consistencia gelatinosa fácilmente disgregable una vez comprometida la cápsula tumoral 
o membrana de contención. Los órganos presentaron morfología normal en la mayoría de 









Figura 12. Ratones C57BL/6 que desarrollaron tumor en el muslo post inoculación de células B16-F10, 
tratamiento y exposición al CME. A) Los ratones fueron aptos para la inoculación del tratamiento una vez 
que alcanzó aproximadamente 1.5 cm3. B) Los órganos extraídos para su análisis morfológico fueron el 
corazón (superior), hígado (parte central), bazo (extremo inferior derecho), riñones (inferior) y pulmones 
(izquierdo). C) Melanoma B16-F10 encapsulado.  
 
Se procesó la totalidad de tumores y órganos obtenidos tanto de la inoculación 
sistémica como la intratumoral. Los resultados de los tumores disgregados en el 
Tissuelyser fueron similares a los controles negativos (Figura 13). Para evaluar si el 
método de disgregación mecánica estuviera interfiriendo en la producción de 
luminiscencia se repitió el protocolo de disgregación únicamente al control positivo 
(sobrenadante de células HEK-293 transducidas con AdCEM-Luc posterior a ciclos de 
congelación y descongelación). Los resultados muestran que la muestra positiva 
procesada en el Tissuelyser disminuyó significativamente sus niveles de luminiscencia en 
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Figura 13. Luminiscencia obtenida por las transducciones de los nanocomplejos en modelos murinos 
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Figura 14. Medición de luminiscencia del control positivo posterior al tratamiento del Tissuelyser. 
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 Al descartar la disgregación de los tumores por el Tissuelizer, fragmentos de los 
tumores fueron macerados manualmente con micropistilos y disgregados con el Buffer 
RIPA. A pesar de dicha medida, los resultados obtenidos de los tumores procesados fueron 
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Figura 15. Medición de luminiscencia de los tumores macerados con micropistilos. 
Una vez descartado el procesamiento mecánico de las muestras, se evaluaron los 
reactivos utilizados para la lisis celular haciendo uso del control positivo en una 
proporción 1:1. Los resultados muestran que el uso de buffer RIPA inhibe la generación 
de luminiscencia en comparación con la mezcla del control positivo mezclado con PBS, 
el control positivo mezclado el coctel de inhibidores de proteasas y el control positivo 
mezclado con un buffer de lisis alternativo (HEPES), los cuales generaron niveles de 
luminiscencia similares al control positivo (Figura 16). Así mismo se evaluó la 
luminiscencia de los tumores procesadas con buffer HEPES (Figura 16, barra 7), sin 
embargo, los resultados en cuanto a la emisión de luminiscencia fueron similares al control 
negativo. 
Para corroborar que las características bioquímicas inherentes al tumor fueran la 
causa de la inhibición de la luminiscencia, se inocularon ratones con el AdCEM-Luc 
desnudo y los nanocomplejos AdCEM-Luc respectivamente en el muslo de ratones 
C57BL/6 sin tumor, lo cuales fueron expuestos al CME por 30 minutos, sacrificados y 











Figura 16. Medición de luminiscencia de los tumores macerados con micropistilos y haciendo uso del buffer 
RIPA sin el agente quelante (EDTA). 








Figura 17. Ratones C57BL/6 sin tumor. A) inoculación intradérmicamente de los tratamientos, con 
generación de ámpula; B) exposición al CME por 30 minutos y C) toma de biopsia posterior al sacrificio. 
 
Los resultados de las biopsias inoculadas con el AdCEM-Luc desnudo y el 
nanocomplejo AdCEM-Luc-NPM fueron similares al control negativo, sin embargo, los 
extractos de estas biopsias no inhibieron la producción de luminiscencia al mezclarlas en 
una proporción 1:1 a diferencia del uso de los extractos de los tumores (Figura 18). 
Finalmente, los tumores de los ratones en los que se les administraron por vía 
intratumoral los tratamientos con AdCEM-Luc y los nanocomplejos AdCEM-Luc fueron 
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Figura 18. Luminiscencia obtenida de los tratamientos en ratones sin tumor. Positivo sobrenadante de 
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Figura 19. Luminiscencia obtenida de las transducciones de ratones con tumor B16-10 inoculado por vía 






  En este estudio se evaluó el efecto de la expresión del gen de luciferasa mediado 
por un nanocomplejo formado por adenovirus recombinante y nanopartículas magnéticas 
bajo la influencia de un CME. La producción se hizo escalonando la producción del 
AdCEM-Luc en células empaquetadoras HEK-293 y posteriormente mediante la  
purificación en gradientes de CsCl, como se ha reportado anteriormente (Zeng et al. 2001).  
El ECP observado en las células HEK-293 corresponde a los cambios 
morfológicos generados por la producción de cuerpos vacuolares, turgencia celular e islas 
de lisis atribuidos a la replicación adenoviral, como se ha reportado previamente (Rowe 
et al. 1953). Así mismo, los títulos de UFP y de partículas virales son los esperados al 
hacer uso de este sistema de producción adenoviral comercial AdEasy (Q-BIOgene).  
La caracterización de los nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM a través de la 
microscopia electrónica MET y MFA mostró variabilidad en cuanto a tamaño por parte 
de las nanopartículas. Esta variabilidad pudo deberse tanto a la aglomeración de las NPM 
generada por el periodo de almacenamiento como las características propias de las 
tinciones utilizadas de manera independiente para cada método, así como el no generar 
una disgregación adecuada.  
Los adenovirus pudieron ser observados en los tamaños reportados en la literatura 
(Baron 1996). Los nanocomplejos fueron identificados solo a través el MET, presentando 
el tamaño y estructura propia de los adenovirus, cubiertos con formaciones de magnetita 
correspondiente a las nanopartículas comerciales. Es conveniente mencionar que el 
proveedor (Oz Bioscience) no proporciona imágenes de microscopía electrónica de sus 
productos comerciales, de tal modo que no es posible realizar comparaciones con las 
imágenes obtenidas.  
Los valores de potencial z obtenidos para el AdCEM-Luc-NPM fueron inferiores 
a los reportados en otros trabajos (Tresilwised et al. 2010;  Bhattarai et al. 2008b;  Choi et 
al. 2015), sin embargo son ligeramente positivos, lo cual favorece a la interacción con la 





La transducción de AdCEM-Luc-NPM en células no permisivas como la B16-F10 
produjo mayor expresión con diferencia estadísticamente significativa del gen de 
luciferasa después de la exposición a CEM en comparación con las células sin exposición. 
Además, el MOI que presentó mejores resultados fue de 100 en comparación con una MOI 
de 10. Estos resultados indican que la activación del promotor del nanocomplejo AdCEM-
Luc-NPM ocurre cuando se expone a un CME, permitiendo superar las incapacidad del 
adenovector desnudo de infectar este linaje celular que no posee receptores CAR, acorde 
a lo reportado en otros trabajos (Tresilwised et al. 2010;  Sharma et al. 2012;  Ganly et al. 
2000).  
Sin embargo, a pesar de obtener niveles de luminiscencia elevados y altamente 
significativos al transducir la línea TC-1 con los nanocomplejos AdCEM-Luc-NPM en 
comparación con los controles, estas mediciones fueron obtenidas tanto en presencia como 
en ausencia a la exposición a CME. Por ello, no se le puede atribuir en primer instancia a 
la activación del promotor CEM, lo que puede ser contradictorio con los resultados 
anteriores (Alvizo Báez C.A. 2014;  Heredia-Rojas et al. 2010;  Rodriguez de la Fuente et 
al. 2009). Esta situación puede explicarse debido a las características inherentes de la línea 
celular que expresa las proteínas E6 y E7 del virus del papiloma las cuales actúan de 
manera homologa a las deletadas en los adenovirus (E1A y E1B) dificultando la detección 
de una diferencia en la expresión del nivel de luciferasa (Lin et al. 1996;  Yim and Park 
2005;  Steinwaerder et al. 2001;  Smahel et al. 2005). Por otro lado, la falta de 
luminiscencia al hacer uso de los adenovectores desnudos puede deberse a que la 
incapacidad de los Ad5 para infectar líneas de origen murino reportadas en otros trabajos 
(Blair et al. 1989;  Ganly et al. 2000). 
Mientras que las NPM se han utilizado ampliamente con resultados prometedores 
en la expresión génica (Chorny et al. 2006;  Sun et al. 2009), el uso de AdCEM-Luc-NPM 
activado por CEM provoca una expresión génica significativamente mayor. Se ha 
reportado que la exposición a los CEM provoca cambios biológicos, incluida la 
modificación de la expresión génica (Zeni et al. 2017). Un vector pCEM previamente 
construido se transfectó en líneas celulares INER-37 y RMA E7, que luego se expusieron 
a CEM. Las células INER-37 expuestas a CEM mostraron una mayor expresión del gen 
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de luciferasa, mientras que las células RMA E7 expuestas a CEM no mostraron diferencias 
en la expresión de luciferasa (Heredia-Rojas et al. 2010). 
Los ratones C57BL/6 presentaron indicios de tumor en un periodo de 4 – 7 días 
después de ser inoculados intradérmicamente con B16-F10. El tamaño de los tumores 
alcanzó la medida necesaria entre los 10 y 15 días post inoculación acorde al protocolo 
reportado previamente (Overwijk and Restifo 2001). Los órganos extraídos de los ratones 
en los cuales se les inoculó células y AdCEM-Luc desnudos o AdCEM-Luc-NPM de 
manera sistémica e intratumoral no mostraron cambios relevantes en la morfología, color 
o tamaño en la mayoría de los ratones. Los resultados obtenidos en el procesamiento de 
los tumores son contradictorios con otros trabajos (Zhong et al. 2011), en donde se generó 
un adenovector con el gen reportero de luciferasa conjugado con quitosano y NaHCO3 
inoculando tumores intratumorales B16-F10 en el modelo C57BL/6. Una ventaja de este 
estudio es que la luminiscencia fue detectada por bioimagen en los modelos murinos vivos 
inoculados con luciferina, sin realizar el procesamiento mecánico o químico que generara 
estrés celular de los tumores con una posible acción proteolítica.  
Estos resultados contrastan también con los resultados obtenidos en trabajos 
previos en donde el plásmido pCEM-Luc fue inoculado intradérmicamente en ratones 
BALB/c y expuestos a un CEM, encontrando una diferencia significativa en la expresión 
del gen de luciferasa en comparación con el grupo control (Rodriguez de la Fuente et al. 
2009). De igual forma, los resultados del presente estudio contrastan con los reportados 
previamente, en donde también hubo diferencia significativa en los niveles de 
luminiscencia obtenidos al administrar por vía intratraqueal el pCEM-Luc acomplejado 
con quitosano y nanopartículas magnéticas en los pulmones de ratones BALB/c 
previamente inoculados con células B16-F10 y expuestos al CEM (Alvizo Báez C.A. 
2014). Estos resultados posteriormente fueron corroborados al usarse como un sistema de 
administración al inducir la apoptosis y la inhibición del crecimiento de melanoma 
después de la inducción del gen selectivo TRAIL (Alvizo-Baez et al. 2016).  
Sin embargo, en estudios anteriores no se procesaron los tumores intradérmicos 
encapsulados, como en el presente trabajo. A pesar de generar diferentes modificaciones 
al protocolo de procesamiento de los tumores, los extractos obtenidos inhibieron la 
emisión de luminiscencia del control positivo, con excepción de los extractos de las 
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biopsias de tejido sano de los ratones no inoculados. Por lo tanto, las condiciones 
intrínsecas propias del tumor y su microambiente una vez sometidos a la lisis celular, 
probablemente generan condiciones no propicias para la detección de la luminiscencia, lo 
cual pudiera estar enmascarando la transducción exitosa de los nanocomplejos AdCEM-







• Se construyó un nanodispositivo conformado por un adenovector recombinante con 
un promotor inducible por campos electromagnéticos asociado a nanopartículas 
(AdCEM-Luc-NPM) para determinar el efecto de expresión potenciado en las líneas 
celulares, así como en modelos murinos.  
• Las partículas adenovirales fueron generadas a través de la transfección de células 
HEK-293 y se corroboró su capacidad de transducción. 
• Se determinó que la concentración de AdCEM en dos producciones fue de 1 x 1010 y 
6 x 1010 UFP/mL, respectivamente.  
• Se observó la presencia de los adenovirus y nanopartículas por separado por MFA y 
MET, y estructuras de magnetita presentes en las preparaciones para las NPM y de 
los nanocomplejos. 
• El potencial Z de los nanocomplejos fue ligeramente positivo de 6.55 mV.  
• La capacidad de transducción de un nanodispositivo AdCEM-Luc-NPM presenta 
niveles de transducción más altos a los detectados por la aplicación del adenovector 
desnudo en presencia de un CME en las líneas celulares de melanoma B16-F10 y TC-
1, pero en ésta última la modulación del promotor esta enmascarada por la 
permisividad replicativa adenoviral.  
• Se obtuvieron tumores con una tasa de éxito del 80% en un modelo murino posterior 
10 a 15 días de inoculación intradérmica de células B16-F10. 
• La transducción de los nanocomplejos in vivo determinó que la luminiscencia fue 
inhibida por factores inherentes al tumor. 
• Esto representa el primer estudio de un nanocomplejo AdCEM-Luc-NPM controlado 
por un CME que permite la manipulación de la expresión génica en células tumorales, 










Los resultados obtenidos en este trabajo motivan a continuar con experimentos 
que evalúen la capacidad de transducción del AdCEM-Luc, haciendo uso de otras 
nanopartículas magnéticas en suficiencia para encontrar la mejor proporción AdCEM-
Luc/ NPM para la transducción de su gen reportero, explorar el uso de otros modelos 
murinos como el BALB/c y la inoculación de otros tumores sólidos diferentes a 
melanoma.  
Así mismo, explorar la incorporar polímeros catiónicos como el quitosano o el 
PEG a los nanocomplejos, así como el uso del Ibox para la visualización y biodisposición 
de la luminiscencia en el modelo in vivo son alternativas interesantes para continuar con 
esta línea de investigación. 
Otro punto importante para mejorar estos resultados es buscar alternativas 
comerciales los buffers de lisis para el procesamiento de tejidos, así como el uso de 
inhibidores de proteasas específicos para cultivo de tejidos eucarióticos. 
Por último, estos resultados promueven la generación de otros adenovectores 
recombinantes que posean el promotor de respuesta a campos magnéticos (CEM) pero 
con la capacidad de transducir otros genes reporteros como la Green Florescent Protein 
(GFP) con el objetivo de facilitar la evaluación de la capacidad de transducción in vitro e 
in vivo, así como de genes terapéuticos como la timidina quinasa (TK) para evaluar la 
acción antitumoral de estos vectores controlados por un CME para su futura aplicación en 
tratamientos experimentales de terapia génica para combatir problemáticas de salud 
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